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<§) S-Layer-Signalsequenz 

(57) Die voriiegende Erfindung betrifft eine Nukleinsaure, die 
fur ein Leader- bzw. Signalpeptid des S-Laverproteins von B. 
stearothermophilus kodiert und die gegabenenfalls in opera- 
tive r Verknupfung mit einer 3'-seitig angeordneten Protein- 
kodierenden Nukleinsaure oder/und 5'-seitig angeordneten 
Expressionskontrollsequenz 1st. 
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Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Nukleinsaure, die fur ein Leader- bzw. Signalpeptid des S-Layerpro- 
teins von B. stearothermophilus kodiert und die gegebenenfalls in operativer VerknQpfung mit einer 3'-seitig 
5 angeordneten Protein-kodierenden Nukleinsaure oder/und 5'-seitig angeordneten Expressionskontroilsequenz 
ist. 

Kristalline bakterieile Zelloberflachenlayer (S-Layer) bilden in vielen Eubakterien und den allermeisten 
Archaebakterien, die au&erste Zellwandkomponente (Sleytr et ai. (1988), Crystalline Bacterial Cell Surface 
Layers, Springer Verlag Berlin; Ressner und Sleytr (1992), Adv. Microb. Physiol. 33, 213—275). Die meisten der 
10 gegenwartig bekannten S-Layerproteine sind aus identischen Glykoproteinerc zusammengesetzt, die scheinbare 
Molekulargewichte im Bereich von 40.000 bis 220.000 aufweisen. Die Komponenten von S-Layern sind selbst-as- 
semblierend und die meisten Gitter habere eine schrage (p2), quadratische (p4) oder hexagonale (p6) Symmetric 
D«e Funktionen von bakteriellen S-Layern sind immer noch nicht voH-standig bekannt, aber aufgrund ihrer 
Lokalisierung an der Oberflache durf ten die poroses kristalltnen S-Layer hauptsach.'ich als SchutzhOHen, (viole- 
ts kularsiebe oder zurForderung der Zelladhasion und Oberflachet>erkennungdienen. 

Geneiische Daten und Sequenzinformationen sind ffir verschiedene S-Layergene aus Mikroorgamsmen be- 
kannt Eine Obersicht findet sich bei Peyret et al. (1993), Mol. Microbiol. 9, 97—109. Auf diese Daten wird 
ausdriicklich Bezug genommen. In dieser Arbeit ist die Sequenz des fiir das S-Layer-Protein von B. stearother- 
mophilus PV72 kodierenden Gens und ein Verfahren zu dessen Klonierung angegeben. 
20 B. stearothermophilus PV72 ist ein gram-positives Bakterium, das mit einem hexagonal angeordneten S-Layer 
bedeckt ist. Die Hauptkomponente des B. stearothermophilus S-Layer ist ein 128 kDa Protein, bei dem es sich 
um das haufigste Protein der Zelle mit einem Anteil von ungefahr 5% beztiglich der gesamten Proteinbestand- 
teile handelt. Es sind verschiedene Stamme von B. stearothermophilus charakterisiert worden, die hinsichtlich 
des Typs von S-Layer Gitter, dem Molekulargewicht und der Glykosilierung der S-Layer-Komponenten unter- 
25 schiedlich sind (Messner und Sleytr (1992), Supra). Um die Regulation von Synthese, Transport und Variability 
von S-Layerproteinen zu verstehen, besteht ein starkes Bediirfnis daran, die Primarstruktur dieses Proteins 
inklusive seines Signal- bzw. Leaderpeptids zu bestimmen. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist somit eine Nukleinsaure, welche dadurch gekennzeichnet ist, daB sie fiir ein 
funktionelles Signalpeptid kodiert und 



(a) den Signalpepttd-kodierenden Abschnitt, der in SEQ. ID. NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotid- 
sequenz oder 

(c) eine zu den Sequenzen aus (a) oder/und (b) mindestens 90% homologe Nukleotidsequenz aufweist. 



In SEQ. ID. NO. 1 ist die kodierende Nukeotidsequenz des S-Layergens aus B. stearothermophilus einschlieB- 
lich des Signalpeptid-kodierenden Abschnitts und der davon abgeleiteten Aminosauresequenz,gezeigL Weiter- 
hin sind auch 36 Nukleotide aus dem 5'-nicht-kodierenden Bereich und 112 Nukleotide aus dem 3'-nicht-kodie- 
renden Bereich gezeigt. 

40 Das S-Layergen von B. stearothermophilus kodiert fQr ein Protein mit insgesamt 1229 Aminosauren ein- 
schlieBlich eines N-terminalen Signaipeptids mit 30 Aminosauren. Die Spaitstelle zwischen dem Signalpeptid 
und reifem Protein befindet sich zwischen Position 30 und 31 der Aminosauresequenz. Das Signalpeptid des in 
SEQ. ID. NO. 1 gezeigten S-Layerproteins weist eine basische aminoterminale Domane gefolgt von einer 
hydrophoben Domane auf. 

45 Sequenzvergleiche mit anderen Signalpeptiden zeigten eine gewisse Homologie zu Signalpeptiden von extra- 
zellularen Proteinen in Bazilien, wie etwa alkalische Phosphatase und neutrale Phosphatase von B. amyloliquefa- 
ciens (Vasantha et al. (1984), J. Bacteriol. 159, 81 1 —819) sowie mit den Signalpeptiden fiir das B. sphaericus Gen 
125 (Bowditch et al. (1989), J. BacterioL 171, 4178—4188) und das OWP-Gen von B. brevis (Tsuboi et al.(1986), J. 
Bacteriol. 168, 365—373). 

50 Die erfindungsgemaBe Signaipeptid-kodierende Nukleinsaure kann in operativer VerknQpfung mit einer 
3'-seitig angeordneten, Protein-kodierenden Nukleinsaure sein, so daB die fur das Signalpeptid kodierende 
Nukleinsaure und die Protein-kodierende Nukleinsaure eine genetische Fusion bilden, deren Genprodukt ein 
Polypeptid ist, das ein Signalpeptid und einen reifen Proteinanteil enthalt. 

Das von der Protein-kodierenden Nukleinsaure kodierte Protein kann ein eukaryontisches oder prokaryonti- 
55 sches Protein, z. B. das homologe S-Layerprotein. ein anderes S-Layerprotein oder jedes andere beliebige 
heterologe Protein sein. 

Insbesondere kann die Protein-kodierende Nukleinsaure 

(a) den Protein-kodierenden Abschnitt der in SEQ. ID. NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz, 
60 (b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotid- 

sequenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nukleotid- 
sequenz aufweisen. 

65 Unter dem Begriff "stringente Hybridisierung" im Sinne der vorliegenden Erfindung versteht man, daB eine 
Hybridisierung auch nach Waschen bei 55° C, vorzugsweise 60*C in einem waBrigen Niedrigsalz-Puffer (z. B. 0,2 
x SSC) noch auftritt (siehe auch Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning. A Laboratory Manual). 
Weiterhin kann das von der Protein-kodierenden Nukleinsaure kodierte Protein auch ein klinsttiches Poly- 
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peptid sein das einen hohen Gehalt an seltenen Aminosauren (z. B. Met,Trp urid insbesondere Lys) enthalt. Die 
Konstruktion derartiger klinstiicher Polypeptide orientiert sich vorzugsweise an Teilsequenzen des nativen 
Proteins, urn eine bessere Sekretion zu gewahrleisten. 

Besonders bevorzugt weist das Protein einen Lysin-Gehalt von mindestens 10% auf Basis der gesamten 
Aminosauren auf. Einen derartigen Lysingehalt zeigt z. B. das in SEQ. ID. NO. 1 dargestellte native S-Layerpro- 5 
tein aus B. stearothermophilus. 

In einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung kann die Signalpeptid-kodierende Nukleinsaure in 
operativer Verknupfung mit einer 5'-seitig angeordneten funktionellen Expressionskontrollsequenz sein, d. h. 
mit einer Nukleinsaure, welche Transkriptions- und Translations-Regulationssignale enthalt. Die Expressions- 
kontrollsequenz kann an sich beliebig sein, sie wird zweckmaBigerweise anhand des zur Expression der Nuklein- 10 
saure verwendeten Wirtsorganismus und den Kultivierungsbedingungen ausgewahlt. Einem Fachmann auf dem 
Gebiet der Molekularbiologie sind zahlreiche Beispiele ftir geeignete eukaryontische und prokaryontische 
Expressionskontrollsequenzen bekannt, so daB hier im einzelnen nicht darauf eingegangen werden muB. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung steht die Signalpeptid-kodierende Nu- 
kleinsaure jedoch in operativer Verknupfung mit der nativen Expressionskontrollsequenz des B. stearothermo- 15 
philus- S-Layergens oder einer funktionellen Variante davon, die insbesondere 

(a) mindestens einen Abschnitt der in SEQ. ID. NO. 2 dargestellten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechenden Nukleo- 
tidsequenz oder ... . 20 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter stringenten Bedmgungen hybridisierenden Nukleotid- 
sequenz aufweist. 

Besonders bevorzugt weist die Expressionskontrollsequenz eine Homologie von mindestens 80%, vorzugs- 
weise mindestens 90% zu der in SEQ. ID. NO. 2 dargestellten Expressionskontrollsequenz auf. 

In SEQ. ID. NO. 2 istder 5'-nicht-translatierte Bereich des B. stearothermophilus S-Layergens in einer Lange 
von 247 Nukleotiden gezeigt, der die Expressionskontrollsequenz umfaBt. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Potypeptid, das von einer erfindungsgemaBen 
Nukleinsaure kodiert ist. d. h. ein funktionelles Signalpeptid gegebenenfalls in operativer Verknupfung mit einer 
am Carboxyterminus des Signalpeptids angeordneten Proteinsequenz. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein rekombinanter Vektor, der mindestens eine 
Kopie einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure enthalt. Der Vektor kann in Eukaryonten, Prokaryonten oder in 
Eukaryonten und Prokaryonten replizierbar sein. Er kann ein in das Genom der Wirtszelle integnerbarer Vektor 
(z. B. Bacteriophage Lambda) oder ein Vektor sein, der extrachromosomal vorliegt (z. B. ein Plasmid). Vorzugs- 
weise ist der erfindungsgemaBe Vektor ein Plasmid, insbesondere ein prokaryontisches Plasmid. 35 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Wirtszelle, die mit einer Nukleinsaure oder 
einem rekombinanten Vektor gemaB vorliegender Erfindung transformiert ist. Die Zelle kann sowohl eine 
eukaryontische als auch eine prokaryontische Zelle sein. Vorzugsweise ist die Zelle ein prokaryontischer 
Organismus, besonders bevorzugt ein gram-positiver prokaryontischer Organismus und am meisten bevorzugt 
ein Organismus der Gattung Bacillus. Verfahren zur Transformation von eukaryontischen und prokaryontischen 40 
Zellen mit Nukleinsauren sind allgemeiner Stand der Technik und brauchen daher nicht zu erlautert werden. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur rekombinanten Herstellung 
von Proteinen, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man 

(a) eine Wirtszelle bereitsteilt, die mit einer erfindungsgemaBen Signalpeptid-kodierenden Nukleinsaure in 45 
operativer Verknupfung mit einer Protein-kodierenden Nukleinsaure transformiert ist, 

(b) die Wirtszelle unter solchen Bedingungen kultiviert, die mit einer Expression der Nukleinsaure und zu 
einer Erzeugung und Sekretion des davon kodierten Polypeptids fuhren und 

(c) das resultierende Polypeptid aus dem Kulturmedium gewinnt. 

50 

Als Wirtszelle fur dieses Verfahren verwendet man vorzugsweise einen prokaryontischen Organismus, insbe- 
sondere einen Organismus aus der Gattung Bacillus und am meisten bevorzugt den Organismus B. stearother- 
mophilus. Der Organismus bevorzugt ein stark zuckerhaltiges, osmotisch starkes Medium und hat den Vorteil 
einer hohen Produktionsrate und hohen Ziichtungstemperaturen. 

Die Expression von rekombinanten Polypeptiden unter Verwendung der erfindungsgemaBen Signalpeptid- 55 
kodierenden Nukleinsaure zeigt den Vorteil einer extrem hohen Effizienz aufgrund der guten Sekrettonsleistung 
durch das erfindungsgemaBe Signalpeptid und aufgrund der Tatsache, daB B. stearothermophilus ein Tempera- 
tur-resis tenter Organismus mit einer optimalen Wachstumstemperatur im Bereich von 60° C 1st, der eine schnelle 
Expression rekombinanter Polypeptide ermdglicht. 

Zur verbesserten Gewinnung von Polypeptiden oder Proteinen aus dem Kulturmedium kann die Protein-ko- eo 
dierende Nukleinsaure einen Stretch geladener (z. B. Lys) oder hydrophober (z. B. Trp) Reste oder/und eine 
Streptavidin-Teilsequenz enthalten, die zur Bindung an Biotin in der Lage ist. 

In einem Aspekt betrifft dieses erfindungsgemaBe Verfahren die rekombinante Herstellung von S-Layerpro- 
teinen, insbesondere des 128 kDa S-Layer Proteins von B. stearothermophilus. 

In einem weiteren Aspekt betrifft das erfindungsgemaBe Verfahren die rekombinante Herstellung von Prote- es 
men mit einem hohen Gehalt an essentiellen Aminosauren, insbesondere einem Lysingehalt von mindestens 10% 
auf Basis der gesamten Aminosauren. Zur Gewinnung dieser essentiellen Aminosauren wird das erhaltene 
Protein vorzugsweise hydrolytisch (z. B. durch Saure oder/und durch Proteasen) gespalten und die bei der 
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Spaltung entstehenden Aminosa^en auf an sich bekannte Weise (z. B. durch chromatographische Methoden) 
isoliert. Beispiele fur die Proteasespaltung von Proteinen sind bei Qi et at (Plant Physiol. 104 (1994), 127—133), 
Bransom und Dreher (Virology 198 (1994), 148- 154) und Di Ianni et ai. (J. Biol. Chem. 268 (1993), 2048- 2051) 
angegeben. Auf diese Of fenbarung wird hiermit Bezug genommen. 
5 SchlieBlich betrifft die Erfindung auch noch eine Expressionskontrollsequenz, die (a) mindestens einen Ab- 
schnitt der in SEQ. ID. NO. 2 dargesteliten Nukleotidsequenz, (b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes entsprechende Nukleotidsequenz oder (c) eine mit den Sequenzen aus (a) 
oder/und (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nukleotidsequenz aufweist. Diese Expressionskon- 
trollsequenz ermogiicht eine starke Expression, so daB z. B. das S-Layerprotein in einem Anteil von 5—10% des 
to zellularen Gesan^tproteins exprimiert wird. 

Weiterhin wird die vorliegende Erfindung durch die ■ Igenden Beispiele in Verbindung mit den Sequen?.:.:roto- 
kollen SEQ. ID. NO. 1 -6 und Fig. 1 erlautert 

Es zeigen: 

SEQ. ID. NC. t die vollstandige Nukleotidsequenz des kodierenden Abschnitts des S-Layergens von B. 
15 stearothermophilus und die davon abgeleitete Aminosauresequenz, 

SEQ. ID. NO. 2 den 5'-nicht-translatierten Bereich des B. stearothermophilus S-Layergens, 
SEQ. ID. NO. 3 das Oligonukleotid PI, 
SEQ. ID. NO. 4 das Oligonukleotid P2, 
SEQ. ID. NO. 5 das Oligonukleotid P3, 
20 SEQ. ID. NO. 6 das Oligonukleotid P4 und 

Fig. 1 eine schematische Darstellung der klonierten und durch PCR erhaltenen Genfragmente aus B. stearo- 
thermophilus. 
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Beispiel 1 

Herstellung einer B. stearothermophilus PV72 Genbank 



Eine im Expressionsvektor pSK(+) (Short et aL, Nucleic Acids Res. 16 (1988), 7583— 7600) durch partielle 
Hindi II-Spaltung chromosomaler B. stearothermophilus pV72 DNA erzeugte Genbank wurde im Ecoli Stamm 

30 JM83 (Vieira und Messing (1982), Gene 19, 259—268) hergestellt Die Kolonien dieser Genbank wurden mit 
polyklonalen Antikorpern gegen gereinigtes S-Layerprotein gemustert Durch die Antikdrper-Musterung wur- 
den drei immunreaktive KJone aus 10.000 rekombinanten KJonen identifiziert In einer zweiten Musterungsrun- 
de zeigte nur einer der drei KJone eine Kreuzreaktion mit S-Layer-spezif ischen Antikdrpern. Das in diesem Klon 
enthaltene Plasmid pBK24 enthielt eine Hindlll-Insertion mit insgesamt ca. 2,3 kb Lange (Fig. 1, Konstrukt A). 

35 Eine DNA-Sequenzierung der Insertion ergab einen offenen Leserahmen mit 2,3 kb einschlieBlich des 3'-Endes 
des S-Layergens. 

Um eine vollstandige KLopie des S-Layergens zu isolieren, wurde eine zweite Genbank hergestellt Hierzu 
wurde die genomische DNA von B. stearothermophilus PV72 mit dem Restriktionsenzym PstI gespalten und 
eine genomische Southern Hybridisierungsanalyse bei 65°C (Sambrook et al. (1989), Supra) unter Verwendung 

40 von radioaktiv markierter DNA aus der Insertion des Plasmids pBK24 durchgefiihrt Diese Hybridtsierungsson- 
de ergab nur ein positives Signal mit einer 4,6 kb Bande aus dem Southern Blot, die isoliert, in pUCl8 kloniert 
und in den E.coli Stamm JM103 (Messing et al.(198t), Nucleic Acids Res. 9, 309 —321) transformiert wurde. Von 
2.000 Transformanten ergaben 12 rekombinante Klone positive Signale bei Musterung durch in situ Kolonie-Hy- 
bridisierung mit einem ( 32 P)-markierten, Sequenz-spezifischen Oligonukleotid PI (SEQ. ID. NO. 3). Diese KJone 

45 wurden anschlieQend durch Restriktionsanalyse untersucht. Dabei wurde gefunden, daB sie identische 5'-Berei- 
che aufwiesen und innerhalb des offenen Leserahmens 150 bp stromauf warts der Hindlll Restriktionsstelle aus 
pBK24 endeten. Ein ahnlicher Versuch wurde unter Verwendung des Vektors pPLcATIO (Stanssens et al. Gene 
36 (1985), 211—223) unternommen. Erneut wurde gefunden, daB alle positiven KJone an der gleichen Stelle 
innerhalb des offenen Leserahmens endeten. 

50 Die Versuche zur KJonierung des vollstandigen S-Layer Gens einschlieCIich der Signalsequenz in E.coli waren 
somit nicht erfolgreich. 



Beispiel 2 

55 Erzeugung der 5'-Region des S-Layer Gens von B. stearothermophilus PV72 durch PCR 

Das erste PCR-Fragment (Fig. 1, Konstrukt B) wurde unter Verwendung der Primer PI (SEQ. ID. NO. 3) und 
P2 (SEQ. ID. NO. 4) synthetisiert Der Primer P2 enthalt Sequenzen aus dem aminoterminalen Abschnitt des 
reifen S-Layergens und Restriktionsstellen. Die Sequenzinformation zur Herstellung dieses Primers wurde 
60 durch Bestimmung der N-terminalen Aminosauresequenz des reifen S-Layerproteins erhalten. Hierzu wurde 
das gereinigte S-Layerprotein einer 2-D-Gelelektrophorese unterworfen, auf eine Polyvinylidendifluo rid- Mem- 
bran uberfiihrt und einer Mikrosequenzierung (Kalkkinen und Tilgmann (1988), J. Protein Chem. 7, 242—243) 
unterzogen. 

Der Antisense-Primer PI (SEQ. ID. NO. 3) enthalt eine S-Layergen-spezifische Region (entsprechend nt 1465 
65 bis nt 1482, 60 bp stromabwarts der 5'-HindIII-Stelle von pBK24) und Restriktionsstellen. Das unter Verwen- 
dung beider Primer erhaltene 1,3 kb PCR-Fragment wurde als Pstl-Fragment unter Verwendung der flankieren- 
den Restriktionsstellen in den Vector pUCl 8 kloniert und in den E.coli Stamm JM 103 transformiert 

Es wurde die DNA-Sequenz der Pstl -Insertion bestimmt. Die resultierenden Sequenzdaten zeigten, daB 
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* erneut eine 5'-Deletion stromaufwarts der Hiridlll-Stelle aufgetreten war. 

Eine direkte Sequenzierung des PCR-Fragments I zeigte, daS dieses Fragment emen offenen Leserahmen 
(ORF) von 1,3 kb enthieit. Diese Ergebnisse bestatigten, daB die ORF-Sequenz des PCR-Fragments ! die 
DNA-Sequenzdes reifen S-Layerproteins von B. stearothermophilus PV72 vervoilstandigte. 

Um weitere 5'-stromaufwarts gelegene Bereiche des sbsA-Gens zu erhalten, wurde das PCR-Fragment I als 
Hybridisierungssonde fUr eine Southern Blot Analyse einer BamHI-gespaltenen genomischen DNA aus B. 
stearothermophiius verwendet. Das entsprechende Fragment der hybridisierenden Bande (5,8 kb) wurde aus 
einem Agarose-Gel isoliert und mit BamHI-gespaltenem pUCI8 nach Standardmethoden ligiert. Zur Bestim- 
mung weiterer 5'-Sequenzen des SbsA-Gens wurde ein zweites PCR-Fragment (Fig. I, Konstrukt C) unter 
Verwendung des pUCl 8-spezifischen Primers P3 (SEQ. ID. NO. 5) und des sbsA-Gen-spezifischen Primers P4 
- (SEQ. ID. NO. 6) hergestellt. Das entsprechende PCR-Fragment II hatte eine GroBe von 0,7 kb. Eine direkte 
Sequenzierung des PCR-Fragments II zeigte, daS sich 5'-seitig des sbsA-ORF eine Signalsequenz von 30 Codons 
befand. 

Beispiel3 is 
Sequenzanalyse des SbsA-Gens 

Das S-Layer Gen von B. stearothermophilus weist einen offenen Leserahmen in einer Lange von 3.687 bp auf, 
der fur ein Protein mit 1228 Aminosauren kodiert. Der ORF startet mit einem ATG an Nukleotidposition 1 20 
(SEQ. ID. NO. I), von dem 5'-seitig eine ribosomale Bindungsstelle (rbs) bei Position -12 angeordnet 1st. Die 
durch Edman-Abbau des reifen Proteins und tryptischer Peptide davon bestimmten Aminosauren sind unterstn- 
chen. Direkte Nukleotid-Repeatsequenzen sinddoppelt unterstrichen. 

46 bp stromabwarts des TAA Stopcodons des sbsA-Gens wurde eine palindrome Sequenz gefunden, die als 
"Hairpin"-Sekundarstruktur zur Termination der Transkription durch die RNA-Polymerase dienen kann und 25 
durch Linien mit Pfeilen bezeichnet ist _ . 

Die ersten 30 Aminosauren des SbsA-Proteins bilden eine Signalsequenz. Die Spaltung des Signalpeptids 
findet nach einem Sequenzmotiv Ala-Ala statt (Pfeil), was haufig bei Signalpeptiden gefunden wird (Perlman und 
Halvorson(l 983). J.MoL Biol. 167, 391 -409). . . 

Die 5'-untranslatierte Sequenz des sbsA-Gens, mit der Expressionskontrollsequenz 1st in SEQ. ID. nu. 2 30 
gezeigt. Die rbs Region sowie die Bereiche bei - 10 und -35 bezuglich des Transkriptionsstarts sind unterstri- 
chen. 

35 
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SEQ. ID. NO . x 

NAME: sbsA Gen und Protein aus B. stearothermophilus 
ART DER SEQUEN2: Nukleotid uird Aminosaure 
LANGE: 3706 Nukleotide 

12.Z& Aminos auren _ __ ' L ,., _ 

TCTKXAGTXXZTXXXATr: AAfTrCAT ATAll'l'inCA 

S.D. 

1 MDfiXKAVKLATASAIAASAF VAANPNASEA 
1 A "IGGATAGSXkAAAA!Ji?I\?rSAAACTA GCAA CAGCAACDSTTATlCCAGCAACIOCAl '1 'J 1/1 Uj Ci tJ^AKKTOCAAAOJCi '1 L'l UAASCS I 

31 xTPV XT\yvso>KAQr x K ftYYTVFHTYTfiT -fi_ 

91 GCTAC>^lCTAG<^CM^AGTAAGO^v>{^ 

si r r t> w t a ft vyae/nkakkryrdavxlvnk;c 

181 GAATICCCAAACATrAAa^TCTATAlCCTC -A3CT 

91 G A K K d a y t. > nt. nvrvgrvv r K A MP K SC.B A R 

271 aSeSOSAAAAAASACOCTrACTIACCICATITAC^^ 

121 V A T Y I DAYNYATRLDEMRQELEAAVQAXDL 

20 361 CTACCAACCTACATCt^TCCTTACAAC^ 

1S1 EXAEQYYHKIPYEIXTRTVILDRVYCKTTR 
451 • GAAAAACCAGAACAATACTATCACAAAAITCCIT^^ 



181 DLLRSTFKAKAQELRDSLIYD1TVAKKARE 

S 4 1 GATTEACITG3CTCTACATrrAAAGCAAAAGCACAAGAACTT^ 

211 VQ D AV KAGN L DKAXAAVDQINQYLP XVTDA 

631 GTACAAGACGC*itriGAA«CAGCCAA3T^^ 

30 241 FXTEt/TEVAKXALOAOE AALTPKVESVSAI 

721 TTCAAAACTGAAC7I7>JUZAGAAGTACOT 

271 N T Q N K >V?T. T>, ypv»CTt.Kt. O l»SAAANEDT 

811 AACACICAAAACAAACJTICTICAAroJ^^ 

35 

301 VNVNTVRIYKVDGNI PFALHTADVSLSTDG 

901 GTAAAOGTAAAlACXCTACGTA!IC»^^ 

331 XTITVDASTPFEN NTEYXVVVKGZKDXNGX 

991 AAAACTATCACTSTGCATSCTO^AC^^ 

361 EFXEDAFTF KLRNDAVVTQVFCTNVTMHTS 

1081 GAATTTAAWAAGATC»TICACrrrCAWCriTO^TC 

391 VNLAAGTFDTDDTLTVVFDKI.LAPETVKSS 

45 1171 GTAAACTTAaCAGCAGCTACTTICGACACTO 

421 NVT1TDVETG XRIPV1ASTSGSTZ1 IT'LXE 

1261 AAOG TrACTATTACA GATCITCAAACTOCAAAAeGCATTCCAC TTACTATraCt mAAAAGAA 

50 4E1 ALVTG K Q Y X I* A I N N V K " T LTGYN AEAY ELV F 

1251 GCXnTACTAACTGGTAAACAATATAAACITCCTATCAA 

481 TANAS A PTVATA PTTTGG TTLS TG SLTTNV 
14 41 ACnGCAAArcCATC^CACCAACIOTTCCT^ 



511 WG XLACGVN EACTYYPGLQFTTTFATXLDE 

1331 TCOSCTAAATTC ^TC STGS TCTC AATCAA 

541 STLADNFVL.VEKESGTVVASEI.KYMADAXK 

1621 TCTACTITAGCTCATAA VriUVrr^ ^ 

S71 VTLV P KADLKENTIY QIK ZKK GLXSDKGIE 

1711 CTAACTTTA3TCCXLAAAACCX32ACCITAAAC^ 

601 LGTVN EXTY EFKTQDLTAPT VJSVTSKNCD 
1801 . TTAGGC ACT3TT AACG AC AAAACATATC AG TTCAAAACTCAAGACTTAACTCCTCCI^CAGTTATTAG CX?I3Jd2C7rCTAXAAATC3CCAC 

€31 ACLKVTEAQEFTVKFSEWLMTFNATTVSCS 

1851 GClt^TTAAAAGTAACTGAACCTCAAG A^ 
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661 TIT YGQVAVVKAGANLSALTX SOIIPA S V E 

691 AVTGQDCTYXVXVAANQLERNQGYXLV V F C 

2071 03GJTTACIGCTCAAG ATOS AACATACAAACTCAAALi'',ri'.>l. lOCTXACCAAT^GXACCTAACCAAGOCTACAXAITXGTAWlij' "I*^^? 5 

721 XCATAPVXDAANANTLATNYIYTFTTECCD 

2161 AAJQCTOCAACAGaccTOTrAAA^ 

751 VTXPTVTKVFKGDSLKDX DA . VTTI . TH VP Afi . 

2251 CTWCAGCACCAACaSTTACAAAA^ 

7S1 ft V P "* T O FSBELKTS SCSLVGGKVTVEKLTM 

2341 cXAAAATIOvCTATCCAATITW5CCy^ AATXAA 

811 NGWVDAGTGTTVSVAPKTDAMGKVTA A V V T 15 

2431 AAOGGATCGCTXC^l«nt^AClCGAACXXCTG» 



841 



LTGLDNNDKDAKLRLVVDKSSTDGIXDVAG 



2521 AACG ACAAAC ATtXX^AAATTQCCTCIOCTrACT AC AT AAGTVl 'i u-1aCTCATOSAA rimJ 1 uATuTAGCTCGT 

871 NVIXEXDILXRYNSWRHTV A S V K ft ft ft D X P 
2611 AATGTXATtXAQGXAAAXaATXTTTrAXTlCGTrACAA^^ 



901 ^ * s R a 



STA IDTTKSLLVEFKETDLAE 



2 7Ci cAAAA^^xrrixriTxrrocAiTC^ 

931 VKPENIV VX n » A Q TT A V A . ff T V T A 1, P C S T N X F__ 
2791 CTITAAACCICAGMCATOTITCTrAAA^ 



T, X XflTVYKV 1»Tn«VR DXVGNTI S 



1201 NS KTV X IVVSCVXDAAGNVADTIT FY I X STOP 
3601 ^cAGCAAGACTTATAAGXTICTICTAACI^ 

{^5CTAGGlCTTlCTCACCGCTCAAGG17GTCAAAATA2GTro 

► < 

AASCTG TATCAAGCTT 



20 



25 



961 y c- t t> g o 

2881 CTATTCACIO=ATCTCAACAATI*AAAC« 30 

991 KYITSFXTVSANPTLSSISIADGAVNVDRS 

2971 AAATACATTACTI07ITCAA2ACr3TATClX^ 

1021 KTITIEFSDSVPNPTITLXXADGTSFTKYT 

30S1 AAAACAATTACAATIGAATICAGCGATIC^^ 35 

1051 LV NVNN ENXTYX IVFH KGVTLDEFTQYELA 

3151 TTAGTAAATOTAAATAATCyvAAATAAAACATACAAAATI^ 

1081 VSKDFQTGTDIDSRVTFIT C SV ATDEVXPA 4Q 

3241 OTTTOvAAAGATTTICAAACTCGTACTCAT^ 

1111 LVGVGSWNGTSYTQDAAATRLRSVAD 

3331 ctagtagc cgttcs -tpca-tcg aatcx: aaca^<tt atactc^gatc crocwr caax^c^cttccc txztcttoctc; 

1141 PVALQF*SEGIDLTNATVTVTNITDDXTVEV 45 

3421 CCAGTIGCCCTICAATICTCXGAAGGTATCGATIT^ 

1171 I SXESVDADHDAGXTXETLVINTVTPLVL D 

3511 ATTICAAAACACAGTCTAGAa3CAGACCA3^^ 



50 



55 



60 



65 
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SEQ. ID. NO. 2 



NAME: Express ionskontrollsequenz des s-bsA Gens 
aus B. stearothermophilus 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid 

LANGE: 247 Nukleotide 



1 31 

CTG aaa gtc' ctt tgt taa tga aaa gta tgc gat ttc cga aaa teg ata caa aac tct caa 



61 91 

aag get tac agt caa cgt gaa ata tag ate aaa aga aac ata tat aaa cat acg cea tea 



121 1S1 

tct tec att aat cat CTC tta tag gtt aca tag gat gat aaa gta aat ttt tgg -gga ttc 



181 211 

gta ag e aat gaa tct att aa t ata cat tgc TCT aaa gta aTg taa aat caa ggg gat ata 



3*1 

ctt etc a 



8 



I 



DE 44 25 527 Al 

SEQ. ID. NO. 3: 
NAME: PI 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid ^ 
LANGE : 33 Nukleotide 

AATGGATCCC TGCAGAGTAG GAGCGGTAGC AAC 

10 

SEQ. ID. NO. 4: 
NAME: P2 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid J5 
LANGE: 33 Nukleotide 

ATAGGATCCC TGCAGGCTAC AGATGTAGCA ACA 

20 

SEQ. ID. NO. S: 
NAME : P3 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid 2$ 
LANGE: 17 Nukleotide 
CAGGAAACAG CTATGAC 

30 

SEQ. ID. NO. 6: 
NAME : P4 

ART DER SEQUENZ: Nukleotid 35 
LANGE: 18 Nukleotide 
GGCTGTAAGT ATAGTATG 



40 



Patentanspriiche 



1. Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie fiir ein funktionelles Signalpeptid kodiert und 

(a) den Signalpeptid- kodierenden Abschnitt der in SEQ. ID. NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende 45 
Nukleotidsequenz oder 

(c) eine zu den Sequenzen aus (a) oder/und (b) mindestens 90% homologe Nukleotidsequenz aufweist. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB sie in operativer Verknupfung mit einer 
3'-seitig angeordneten, Protein-kodierenden Nukleinsaure ist. 

3. Nukleinsaure nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB das von der Protein-kodierenden Nuklein- 50 
saure kodierte Protein ein S-Layerprotein ist. 

4. Nukleinsaure nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Protein-kodierende Nukleinsaure 

(a) den Protein-kodierenden Abschnitt der in SEQ. ID. NO. 1 dargestellten Nukleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende 
Nukleotidsequenz oder 55 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nu- 
kleotidsequenz aufweist. 

5. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 2—4, dadurch gekennzeichnet, daB das von der Protein-kodie- 
renden Nukleinsaure kodierte Protein einen Lysin-Gehalt von mindestens 10% auf Basis der gesamten 
Aminosauren aufweist. 60 

6. Nukleinsaure nach einem der Anspruche 1—5, dadurch gekennzeichnet, daB sie in operativer Verkniip- 
fung mit einer 5'-seitig angeordneten funktionellen Expressionskontrollsequenz ist. 

7. Nukleinsaure nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die funktionelle Expressionskontrollse- 
quenz 

(a) mindestens einen Abschnitt der in SEQ. ID. NO. 2 dargestellten Nukleotidsequenz, 65 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende 
Nukleotidsequenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nu- 
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kleotidsequenz aufweist. 

8. Polypeptid, dadurch gekennzeichnet daB es von einer Nukleinsaure nach einem der AnsprQche 1—7 
kodiert ist. 

9. Rekombinanter Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er mindestens erne Kopje einer Nukleinsaure nach 
einem der AnsprQche 1—7 enthalt 

10. Rekombinanter Vektor, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Plasmid ist 

11. Wirtszelle, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit einer Nukleinsaure nach einem der AnsprQche 1—7 
oder einem rekombinanten Vektor nach Anspruch 9 oder 10 transformiert ist. 

12. Wirtszelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein gram-positiver prokaryontischer 
Organismus ist. 

13. Wirtszelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB sie ein Organismus der Gattung Baciltus ist 

14. Verfahren zur rekombinanten HersUEIung von Proteinen, dadurch gekennzeichnet, daB man 

(a) eine Wirtszelle bereitsteltt, die mit einer Nukleinsaure nach A nspryeh 2 transformiert ist, 

(b) die Wirtszelle unter solchen Bedingungen kultiviert, die zu einer Expression der Nukleinsaure und 
zu einer Erzeugung und Sekretion des davon kodierten Polypeptids fuhren, und 

(c) das resultierende Polypeptid aus dem Kulturmedtum gewinnL 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB man als Wirtszelle einen gram-positiven 
prokaryontischen Organismus verwendet 

16. Anspruch nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB man einen Organismus der Gattung Bacillus 
verwendet. 

17. Verfahren nach einem der AnsprQche 14— 16 zur rekombinanten Hersteliung von S-Layer-Proteinen. 
16. Verfahren nach einem der AnsprQche 14—17 zur rekombinanten Hersteliung von Proteinen mit einem 
Lysin-Gehalt von mindestens 10% auf Basis der gesamten Aminosauren. 

19. Verfahren nach einem der AnsprQche 14—18, weiterhin umfassend die Schritte der hydrolytischen 
Spaltung des Proteins und der Gewinnung von bei der Spaltung entstehenden Aminosauren. 

20. Expressionskontrollsequenz, dadurch gekennzeichnet, daB sie 

(a) mindestens einen Abschnitt der in SEQ. ID. NO. 2 dargestellten Nukieotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des genetischen Codes entsprechende 
Nukieotidsequenz oder 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter stringenten Bedingungen hybridisierende Nu- 
kieotidsequenz aufweist 



Hierzu 1 Seite(n) Zeichnungen 
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